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p EPTIDE 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue Polypeptide 
der Forme 1 

Y- Ty r - leu - Leu - Asp - Gy s - Pr o - Q - Gly- NH 2 1 

i : — 1 

worin Q den Rest des Arginins oder Lysins und 
T den Rest des Cysteins, der (3-Kercapto- 
propionsaure (Mpr) oder Gly-Cys- dar- 
stellen und alle Aminosaure'n mit einem 
Asymnetriezentram L-Konfiguration auf- 
weisen, 

und deren pharmazeutiscn anvendbare, nicht-toxische Saure- 
additionssalze, sovie Verfahren zur Herstellung dieser Ver- 
bindungen. 
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Bei den unter der Formel I zusammengefassten Verbindungen 
der Forme In 



I 2 



Y— Tyr —Leu— Leu— Asp — C ya — Pro — Arg— Gly— NH 2 



la 



und m 

I r 
Y._ <Tyr— Leu— Leu— Asp — Cys — Pro— Lys — Gly— MH It> 

in denen Y die oben angegebenen Bedeutungen 
hat, 

handelt es sich um Analoge und deren Derivate der in der 
Natur vorkommenden Neurohypophysen-Hormone , z.B. des Arginin- 
bzw. Lysin-Vasopressins, der Formeln 

NH 0 I\IH Q 
,2,2 

Cya Tyr— Phe— G-lu — Asp— Cy s —Pro —Arg — Gly — NH 2 IIa 



und 



NH Q NH 0 
.2 | 2 



Cya— Tyr— Phe — Glu— Asp — C y s —Pro — Ly s — Gly — HH 2 lib 

GegenUber den in der Natur vorkommenden Vasopressinen unter- 
scheiden sich die erfindungsgemassen Verbindungen durch 
den Ersatz der Aminosaure Phenylalanin durch 

Leucin, • der Aminosaure Glutamin durch Leucin und ggf . der 
Aminosaure Cy stein durch p-Mercaptopropionsaure oder das 
Dipeptid Glycylcystein. 
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Bel den unter der allgemeinen Formel I zusammen- 
gefassten Verbindungen handelt es sich im einzelnen um die 
folgenden Polypeptide: 

I 2 

Cys— Tyr— Leu— Leu — Asp— Cys— Pro — Arg— Gly — NH 2 III 



= [Leu^, Leu^]-Argininvasopressiri 

I 

Cys — Tyr — Leu — Leu— Asp — Cys —Pro — Lys— Gly — NH 9 IV 



^ 4- 

= [Leu , Leu ]-Lysinvasopressin 
I 

Mpr —Tyr — Leu — Leu — Asp —Cys — Pro — Arg — Gly — NH 2 



1 r 3 4-n 

= Deamino -(.Leu , Leu J-argininyasopressin 
NH, 



L 2 



I 

Mpr— Tyr — Leu — Leu — Asp — Cys —Pro — Lys — Gly — NH 2 VI 



= Deamino -[Leu , Leu ]-lysinvasopressin 
I 2 

Gly — Cys —Tyr — Leu — Leu —Asp— Cys — Pro— Arg— Gly — NH^ VII 



= Gly-[Leu^, Leu^"]-argininvasopressin 



NH 2 



Gly — Cys— Tyr— Leu — Leu — Asp — Cys — Pro — Lys — Gly — NH^ VIII 



"2 A 

= Gly-[Leu f Leu ]-lysinvasopressin 
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Die in der vorliegenden Patentanmeldung verwende- 
ten Abktirzungen fttr die einzalnen Aminosauren und ihre 
Schutzgruppen sind die in der Peptidchemie bisher gebrauch- 
lichen und dem Fachmann allgemein bekannten [Literatur: 
SchrcJder, B. und Liibke, K. , : The Peptides, Academic Press, 
New York & London, Bd. I (1965) und Bd. II (1966) und IUPAC- 
IUB-Regeln] ; sie bediirf en daher .hier keiner weiteren Defini- 
tion . 

Im iibrigen wird die p-Mercaptqpropionsaure, die sich 
vom Cystein ableitet, in der vorliegenden Anmeldung ebenfalls 
als "Aminosaure" betrachtet, sodass beispielsweise von p-Mer- 
captopropionyl-tyi*osin als von einem Dipeptid usw. die Rede 
1st. 

Sofern nicht ausdriicklich anders vermerkt, handelt 
es sich bei den Aminosauren mit einem Asymmetriezentrum 
stets urn die L-Konf iguration • 

Beispiele pharmazeutisch anwendbarer, nicht-toxischer 
Saureadditionssalze sind Salze mit anorganischen Sauren wie 
Salzsaure, Bromwasserstof f , Phosphorsaure , Schwefelsaure und 
Perchlorsaure oder mit organischen Sauren wie Essig-, Oxal-, 
Malein-, Aepfel— , We in- oder Citronensaure • 

Die neuen Polypeptide der Pormel I und ihre Saure- 
additionssalze kbnnen in an sich bekannter Weise hergestellt 
werden, insbesondere dadurch, dass man 
a) von einem Peptid der Formel 
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NH-R 2 

r 1 — CH— CO— Tyr— Leu— Leu— Asp— ML— CH— CO— Pro-Q'— Gly-NH p 
I I 

<?2 _f l 2 

s — s IX 

worin R 1 Wasserstoff oder einen Rest R 1:L -NH- f 

R 11 Wasserstoff, eine Aminos chut zgruppe oder den 

ggf* geschiitzten Glycylrest, 
R 2 Wasserstoff oder eine Amids chut zgruppe, 

Q 1 einen Rest der Formel 

■* 

. -NH-CH[ - ( CH 2 ) 3 -NH-C (-=NH ) -NHR 3 ] -CO- oder 
-BH-CH[-(CH 2 ) 4 -M«R 4 ]-CO- , 

R^ Wasserstoff oder eine den Guanidinrest 

schiitzende Gruppe und 
R 4 Wasserstoff oder eine die e-Aminogruppe 

des Lysins schiitzende Gruppe bedeuten, aber 

12 3 
mindestens einer der Reste R , R und R^ bzw 

R 4 eine Schutzgruppe darstellt bzw. enthalt 

und alle Aminosauren mit einem Asymmetrie- 

zentrum L-Konfiguration aufweisen, 

die Schutzgruppe (n) abspaltet und das freie Peptid gege- 
-benenfalls durch Umsetzung mit einer organischen oder 

anorganischen Saure in ein pharraazeutisch anwendbares, 

nicht-toxisches Saureadditionssalz UberfUhrt, oder 

b) ein Peptid der Formel 

7 1 

R ' — CH— CO— Tyr— Leu— Leu— Asp— NH— CH— CO— Pro — Q— Gly — L1H 2 

CH 0 0H o 
1 2 5 6 1 2 

S — S? R- — S X 
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worin Q die oben angegebenen Bedeutungen hat, 

R 5 und-R 6 jeweils Wasserstoff Oder Sulfhydryl- 

schutzgruppen darstellen und 
R 7 V/asserstoff, H 2 N- Oder Gly-HH- 1st und 
alle Aminosauren mit einem Asymmetrie- 
zentnun L-Koiif iguration aufweisen, 
oxydiert, unter gleichzeitiger oder vorgangiger Abspaltung 
gegebenenfalls vorhandener Schutzgruppen und das Reaktions- 
produkt gewunschtenfalls durch Umsetzung mit einer organischen 
Oder anorganischen 3aure in ein pharmazeutisch anwendbareo, 
nicht-toxische3 Saureadditionssalz uberfiihrt, oder 
c) ein Peptid der Formel 

NH-R 2 

■ R — CH — CO — Tyr —Leu— Leu — Asp -Nil— CH— CO —Pro — Q 1 — Gly — JIH 2 
CH 0 CH 

S — R^ Ii~ — 3 XI 

worin R 1 * Wasserstof f oder R i:L -NH- f 

R 11 Wasserstoff , eine Amino 3 chut zgruppe oder den 

gegebenenfalls geschlitzten Glycylrest, 
R 2 Wasserstoff oder eine Amids chut zgruppe , 
Q ' einen Rest der Formel 

-NH-CH[ - ( CH 2 ) 3 -NH-C ( =NH ) -NHR 3 ] -CO- oder 

-NH-CH[ - ( CH 2 ) 4 -NH-R 4 ] -CO- , 
bP Wasserstoff oder eine den G-uanidinrest 

schiitzende Gruppe; 
R 4 Wasserstoff oder eine die e-Aminogruppe des 

Lysins schiitzende Gruppe und 
R 5 und R 6 jeveils Wasserstoff oder Sulfhydryl- 
schutzgruppen darstellen, aber mindestens 
einer der Reste R 1 , R 2 und R 5 bzw. R 4 
eine Schutzgruppe darstellt bzw. enthalt 
und alle Aminosauren' mit einem Asymmetrie-;. 
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zentrum L-Konfiguration aufweisen, 
unter gleichzeitiger' Abspaltung der Schutzgruppe(n) oxydiert 
■and. das Reaktionsprodukt gewtinschtenfalls durch. Umsetzung mit 
einer organischen oder anorganischen Saure in ein pharma- 
zeutisch anwendbares, nicht-toxisches Saureadditionssalz Uber- 
fuhrt, Oder 

d) eine Verbindung der Formel 

f 2 

Mpr — Tyr —Leu — Leu — Asp — Cys — Pro — Q — Gly — R XII 



worin Q die oben an*gegebenen Bedeutungen hat ? 
' R 8 Hydroxy oder ein die Carboxylgruppe 
aktivierender Rest ist und 
Mpr den Rest der p-Mercaptopropionsaure bedeutet, 
amidiert oder ' 
e) ein Hexapeptid der Formel 

1 ~ 8 

CH — CO — Tyr— Leu— Leu-Asp-NH— CH — CO — R XIII 
| 2 I 

™2 • - ?=2 
s . . 3 

mit einem Tripeptid der Pormel 



H — Pro — Q- Gly-NH 2 
bzw. ein Heptapeptid der Formel 

NH 2 



XIV 



CH 0 - CO - Tyr —Leu — Leu — Asp — KH — CH — CO — Pro — R' 
CH 0 CH 0 
S - S 

mit einem Dipeptid der Q^pg^J / 1 1 0 5 



8 
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H— Q— Gly—m 2 XVI 



bzw. ein Octapeptid der Pormel 

NH 
I 



2 



CH 2 — CO — Tyr —Leu — Leu — Asp — NH- CH — CO - Pro — Q — R 8 XVII 
CH 2 CH 2 

s s 

mit Glycinamid umsetzt und das erhaltene Nonapeptid gsgebenen- 
falls in ein pharroazeutisch anv;endbare3, nieht-toxisches Saure- 
additionssalz uberfiihrt, vrobei in den Formeln 3£IV und XVI Q 
die oben angegeoenen Bedeutungen hat, R 8 Hydroxy Oder eine die 
Carboxylgruppe aktivierende Gruppe darstellt, und alle Amino- 
sauren mit einem Asymmetriezentrum L-Eonf iguration aufweisen*. 

Die Oxydation einer Verbindung der Pormeln X Oder 

XI kann in bekannter Weise erfolgen (siehe z.B. Schroder- 

LUbke, Bd. I, Seite 275 ff ) 9 vorzugsweise in wassriger Oder 

wassrig-organischer Lbsung durch Einleiten von Luft oder 

Saueratoff oder mittels Wasserstoffperoxid, Jod, 1,2-Di- 

jodathan oder Kaliumf erricyahid . Allfallig vorhandene 

Sulfhyd^lschutzgruppen konnen vorgangig der Oxydation oder 

simultan entfernt werden. Eine Verbindung der Pormel X 
5 6 

mit R = R = tfasserstoff f Trityl, Benzhydryl, Acetamido- 

methyl, Benaylthioraethyl and Isobutyloxymethyl kann bei- 

spielsweise mit Dirhodan ((SCN) Q ) zum oyclischen Peptid 

5 6 

oxydiert werden, eine Verbindung der Pormel X mit R = R = 
tfasserstoff , Trityl oder Acetamidomethyl beispielsweise 
mit Jod. 



Die Abspaltung von Schutzgruppen aus einem Peptid der 
Formeln IX oder XI kann ebenf alls in allgemein be- 
kannter Weise und unter den fur die einzelnen Gruppen 
geltenden Reaktionsbed ingungen erfolgen. 
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Die Amidierung eines Peptids der Formel XII ins- 
besondere eines solchen, in dem Q den Rest des Arginins 
darstellt, kann in an sich bekannter V/eise erfolgen, vor- 
zugsweise durch schbnenden Umsatz des aktivierten Esters 
mit wassrigem Ammoniak . bei Raumtemperatur . 

Es konnen alle ini Zusammenhang mit Peptidsynthesen 
bekannten Schutzgruppen verwendet werden, 

Beispiele fiir Amino schutzgruppen sind solche*vom Acyl- 
Typ (wie Formyl, Benzoyl, ^Phthalyl, Trif luoracetyl, p-Tosyl, * 
Aryl- und Alkylphosphoryl, Phenyl- und Benzylsulf onyl , Trityl- 
sulfenyl, o-Nitrophenylsulf enyl 9 y-Chlorbutyryl Oder o-Nltro- 
phenoxyacetyl), vom Alkyl-Typ (vie Trityl, Benzyl, Alkyliden) 
Oder vom Urethan-Typ (wie Carbobenzoxy „ p-Brom-, p-Chlor- 
oder p-Methoxy carbobenzoxy, Tolyloxy-, Allyloxy-, Cyclopentyl- 
oxy-, Cyclohexyloxy-, t-Butyloxy- oder 1,1-Dimethylpropyloxy-, 
2-(p-Biphenylyl)-2-propyloxy-carbonyl oder Benzylthiocarbonyl) • 
Ferner konnen Aminogruppen durch Protonierung geschiitzt 
werden. Beispiele fiir Amidschutzgruppen sind Xanthenyl, 2,4- 
Dimethoxybenzyl, 2,4,6-Trimethoxybenzyl und 4,4 '-Dime thoxy- 
benzhydryl. 

Als spezielle Schutzgruppen fur den Argininrest seien 
beispielsweise genannt: p-Tosyl, Carbobenzoxy, p-Nitro carbo- 
benzoxy, t-Butoxy- f Adamantyloxy- oder Isobornyloxycarbonyl* 
Der Argininrest kann ferner durch Protonierung oder Nitrierung 
geschiitzt werden. 

Beispiele fiir Sulfhydrylschutzgruppen sind Alkyl- oder 
Arylthiogruppen wie Aethylthio, t-Butylthio oder Phenylthio; 
Alkyl- und substituierte Alkylgruppen wie t-Butyl, 2-Diathoxy- 
/barbonyl-athyl, Benzyl, Trityl, p-Methoxy befczyl, p-Nitrobenzyl, 
t 4-Picolyl, Benzylthiomethyl, Acetamidomethyl oder Isobutyl- 
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oxymethyl; Acylgruppen wie Carbobenzoxy, Benzoyl, Acetyl, 
p-Methoxy-benzyloxy-carbonyl oder Aethylaminocarbonyl oder 
$etrahydropyran-2-yl . 

Die Aucgangsverbindungen der Formeln IX, X, XI, XII, 
XIII, XV und XVII sind neue Vsrbindungen und ebenfalls Gegen- 
stand der Erfindung. 

Die Herstsllung der Ausgangsverbindungen kann in an 
sich bekannter Weise unter Verifendung der iiblichen, insbesondere 
der obengenannten Schutzgruppen erfolgen., 

Beispiele fiir Carboxylschutzgruppen sind 0- und S-Ester 
(wie Methyl-, Aethyl-, t-Butyl- s Benzyl-, Cyanomethyl-, 
Phthalimidomethyl-, 4-Picolyl-, 2-p-Tosylathyl-, Phenyl-, 
p-Nitrophenyl- ,. .Thiophenyl- oder p-Nitrobenzylester) , Amide 
Oder Hydrazide (wie aJrit3'i~, Phenyl-, Carbobenzoxy- oder 
t-Butoxycarbonylhydrazide ) . Pernor kann die Carboxylgruppe 
durch. Salzbildtmg geschlitst werden. 

Beispiele fiir aktivierte Carboxylgruppe n sind Ester 
wie Cyanomethyl-, p-Cyanophenyl- ,' p~Nitrophenyl- , 2,4,5- 
Trichlorphenyl-, Thiophenyl-, p-Nltrothiophenyl-, 1-Benz- 
triazolyl-, Phthalimidyl- , 1-Succinimidyl-, 1-Piperidyl-, 
8-Chinolyl-, 5-Chlor-8-chinolyl-, 2-Pyridyl-, 2-Thiopyridyl- 
ester oder Azide. 

Eine Verbindung der Formel X oder XI kann bei- 
spielsweise durch sukzessive Kettenverlangerung eines 
Dipeptides um eine Aminosaureeinheit oder aus 2 oder 
mehreren Bruchstucken synthetiaiert werden. Durch Oxydation 
in bekannter Weise kann eine Verbindung der Formel XI in 
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eine Verbindung der Pormel IX UberfUhrt warden. Bine Ausgangs- 
verbindung der Pormel IX *ann aber aucn ,.B. durch Unsung 
einer Verbindung der Formel 



NH-R 2 



R 9 - cK-C0-Tyv-L3U-Leu-Asp-KH-CH-C0-R XVIII 

&-? : ; 3 

vrorin R 2 und R 8 die'oben angegebenen Be- 
deutungen haben und 
R 9 Wasserstoff , eine geschutzte Amino- 
gruppe Oder den geschutzten Olycyl- 
aminorest darstellt, 
mit einem Tripeptid der Pormel 

H-Pro-Q'-Gly"NH 2 XIX — - 

worin Q' die oben angegebene Eeueutung -hat , 
dargestellt werden. 

Eine Verbindung der Formel XII kann beispielsweise 
dadurcli erhalten werden, dass man eine Verbindung XIII, in 
der R 8 eine aktivierte Estergruppe darstellt, mit einem 
Tripeptid der Formel 

H-Pro-Q-Gly-OH X£ 
umsetzt und das Reaktionsprodukt gewiinschtenfalls in an sich 
bekannter tfelee in einen aktivierten Ester UberfUhrt. 

Eine Verbindung der Formel XVIII, in der R 9 Wasserstoff 
1st, kann aber auch leioht durch Entfernung der Amidschutzgruppe 
in ein Hexapeptid der Formel XHI UberfUhrt werden. Die 
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Eeptapeptide XV und Octapeptide ZVTI kbnnen z»B. 

durch Umsetzung des Hexapeptides XIII rait einer Verbindung 

ft 8 
der Formel Pro-R bzw. Pro-Q-R erhalten werden. 

Die Methode der Herstellung von Nonapeptiden der 
Formel I nach dem Prinzip 6+3, 7+2 oder 8+1 sowie durch 
Amidierung ist vorzugsweise fUr.die Reihe der Arginin- 
vasopressin-Analogen geeignet. 

Die erfindungsgeniassen Verbindungen der Formel I haben 
hormonelle Aktivitat, qualitativ ahnlich der der Neuro- 
hypophysen-Hormone . Speziell hervorzuheben ist die starke 
natriuretische Aktivitat. Die erf indungsgemassen Verbindungen 
Bind sowohl hinsichtlich der Wirkungs starke als auch hin- 
sichtlich der . Wirkungs dauer natiirlichem Argininvaaotocin 
([Ile^l-Argininvasopressin) und dem von V.J. Hruby et al. 
[j.Biol.Chem. 244 . 3890 (1969)] hergestellten [Leu 4 ]-0xy- 
tocin f einem tfeurohypophysen-Horrnonanalogen, das die 
starkste bisher bekannte natriuretische Aktivitat aufweist, 
uberlegen. Die blutdrucksteigernde Wirkung der erfindungs- 
gemassen Verbindungen ist geringer als die von Arginin- 
vaaotocin, so dass die natriuretische Aktivitat der Ver- 
bindungen I gegenuber der blutdrucksteigernden Aktivitat 
selektiv gesteigert ist. 

Das [Leu^^Leu^j-Argininvasopressin hat eine TR? Na 
(Tubular Rejections Fraction des ITa, nach Cort. et al. 
A.J. of Physiol. 21£ (1968) 921) an der Katze von 6 f 9S* bei 
20 i^ig/kg und eine Halbv/ertszeit der V/irkungsdauer von 40 Kinuten. 
Das Deamino 1 -[leu 5 ,Leu 4 ]-argininvasoprescin hat eine TRF JJa von 
4,3^ bei 20 jig/kg und eine Halbwertozeit der Wirkungsdauer 
von 45 Kinuten. Das Gly-[Leu 3 ,Leu*]-argininvas.opressin hat eine 
TRF ITa VOn 5 ' 2 ^ bei 50 ^/kg und eine Halbvjertszeit der tfirfcungs 
dauer von 45 Minute n# 

4C9823/1105 



- 13 - 



2357334 



Aufgrund der angegebenen biologischera Aktivitaten 
eignen sich die Verbindungen zur Behandiung von Oedeaen 
verschiedenster Art und allgemeinen Storungezi des Elektro- 
lytstof fwechsels 9 speziell solchen der ITatriuiaz'e tent ion- 

..Die Dosierung soil naoh dem individuellen Bedarf 
geregelt werden und kann swischen 100 jig bis 10 mg pro 
Einzeldosis , ein- bis mehrmals pro Tag verabreicht ? variieren. 

Die DTonapeptide kbnnen in Form der freien Basen Oder 
als Salze mit organischen Oder anorganischen Sauren oder mit 
Sauregruppen enthaltenden Polymeren (wie s*B. Carboxymethyl- 
cellulose oder Tanni nsaure ) entweder alleine oder in Form 
von geeigneten medizinischen Zubereitungen fur z<,B 0 orale 9 
parenterale „ enterale oder intranasale Applikation ver- 
abreicht werden. Zur Herstellung medizinischer Zubereitungen 
konnen die Verbindungen mit anorganischen oder organischen 
Hilf sstoffen, die inert und physiologiscix akseptierbar sind, 
verarbeitet werden. 

Beispiele fUr solche Hilf est of fe sind: 
fiir Tabletten: Lactose, Starke, Talkum und Stearinsaure j 
fur Injektionslosungen: Wasser, Allcohole, Glycerin und 

Pflanzenolej 

fur Suppositoriens Natiirliche und gehartete Qele und VJachse? 
fiir intranasale Spruhlosungen: Wasser, Glycerin und andere . 
fliissige Substanzen, die die Schleimhaut vertragto 

Die Zubereitungen konnen weiterhin beispielsweise 
geeignete Konservierungs- 9 Stabilisierungs- und Netzmittel 
sowie Siisstof fe p Farbstoffe und Geschmackstof fe enthalten. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele 
illustrierto Die Temperaturen sind in Grad Celsius angegeben* 
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33i.5Si'3l I 

.(a) Z-L-Leucyl-Ir-aspar&giayl-S-b^^^ 

n 

IS -tosyl-L-arginyl-glyoir>amid * 

18,0 g Z-L-Aspai*agir4 y 2--S-b3nsyl--L-oy2'feeii:iyl-Ir-proljrl- 
N a -tosyl-L-arginyl-glycinamicl [he^gastellt n&oh. R.L. Euguenin 
und R«A. Boissonnas, Helv. 42, 695 (196c) 1 warden in 100 ml 
Bisessig gelost und mit 100 ml si^&r !"> IT HBr/Elssssig- 
Lb'sung versetst* Das Gsmisch wards 45 Hinuien bei Raum- 
temperatur geriihrt und ansofclissssand in 1 1 Aether 
eingetropf t . Das ausgef&ilts Hydrobr-omid dss Psntapeptides 
wttrde mit Aether gewasehenj lib si* 1I0H und P.,0^ ssuroctnet 
und in 100 ml Methanol gslost. Dir. Lt* rang Tvurdo ubor eine 
Saule von Powsx 2 (OH'-Pcrra) gsgsb-.rx, Eluat unter ver- 
minderteia Druok oiK£;ee:ig-fa una dea? KHokstand in 100 ml 
DMF. gelost. Die. losung vrurde frei mit 8,5 2 S-L-Leu-OPhNOg 
versetzt, die Mischung 3 : .i?ag<? bsi Ha-.iat.saiijeratv^ aufbewahrt 
und das geschiitzte Hexapepti - Auroh Sugabs von 1 1 Aethyl- 
acetat ausgefallt, mit iAvhas:- und Ae-fchylacetat gewaschen 
und getrocknet. Ausbeuta: 15,5 Si 3P» 185-135°; [a] D = -41,6° 
(c = 0.5, in IMF) * 

(b ) Z-L-Leucyl-L-leiicyl-L-aspai^aginyl-S-benayl-L-cysteiny 1- 
L-pr olyl-N G - 1 6 syl-L—arginy 1-gly c inamid . 

Von 5,0 g Z-L-Leucyl-Ir-asparaginyl-S-benzyl-Ir-cysteinyl- 
L-prolyl-N & -tosyl-L-arginyl-glycinamid wurdo in der unter 
(a) beschriebenen V/eise die Z-Schutzgruppe abgespalten und 
das erhaltene freie Ainin wurdo mit 1,35 g Z-L-Lsu-0PhN0 2 
in 50 ml DMF umgesetzt. Die Mischung wurda 3 Tage bei Raum- 
temperatur aufbewahrt, das geschlVfczte Heptapeptid durch 
Zugabe von Aethylacetat ausgefalit, abfiltriert, mit 
Aethylacetat und Aether gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 
4,5 Si 188-189°; Ccc]^= -41,2° (c'= 1, in DMF). 
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( c) Tos-S-Benzyl-L-cysteinyl-O-benzyl-L-tyroain-methyl- 
ester. 

Eine Lbsung von 21,9 g Tos-S-Benzyl-L-cystein, 19,3 g- 
O-Benzyl-L-tyrosin-methylester-hydrochlorid und 6, 73. ml 
N-Methylmorpholin in 200 ml DMF wurde bei 0° mit 1,30 g 
Dicyclohexylcarbodiimid versetzt, 30 Minuten bei 0° und 
weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und 15 Stunden 
bei 4° aufbewahrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert , 
das Eiltrat unter vermindertem Druck eingeengt, der Ruck- 
stand in Essigester gelbst und die Lbsung je dreimal mit 
1 N HC1, gesattigter NaCl-Lbsung-, gesattigter NaHCO^-Lbsung 
und gesattigter NaCl-Lbsung gewaschen, getrocknet und unter 
vermindertem Druck eingeengt. Der Ruckstand wurde aus 
Aethanol/Hexan kristallisiert . Ausbeute: 25,7 g; *\ 111-112° 5 
r a -|25 _ +2 ,9° (c = 1, in Methanol). 

(d) Tos-S-Benzyl-L-cysteinyl-O-benzyl-L-tyrosin-hydrazid . 

18 g Tos-S-Benzyl-L-cysteinyl-0-benzyl~L-tyrosin- 
methylester wurden unter Erwarmen in 150 ml Aethanol gelbst. 
Die Lbsung wurde mit 7,5 ml Hydrazinhydrat versetzt, 
18 Stunden bei 50° und 5 Stunden bei Raumtemperatur auf- 
bex*ahrt. Das auskristallisierte Dipeptidhydrazid wurde ab- 
filtriert, mit Aethanol und Aether gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute: 15,5 Si *• 179-180°; [a]* 5 = +4 ,2° (c = 1, in HHP). 

(e ) Tos-S-Benzyl-L-cy steinyl-O-benzyl-L-tyrosyl-L-leucyl- 
L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-N - 

. tosyl-L-arginyl-glycinamid. 

Eine Lbsung von 0,95 g Tos-S-Benzyl-L-cysteinyl-O- 
" "benzyl-L-tyrosin-hydrazid in 15 ml DMP wurde bei -20° mit 
4,5 ml 2 N HCl in THE und 0,8 ml Isoamylnitrit versetzt. Das 
Gemisch wurde 40 Minuten bei -20° geruhrt und bei dieser 
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Temperatur nach Neutralisation mittels 1,01 ml N-Methyl- 

morpholin mit einer Losung von L-Leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl- 

S-benzyl-I^cysteinyl-L-prolyl-N -tosyl-L-arginyl-glycin- 

amid (erhalten durch Abspaltung der Z-Schutzgruppe von 

1,83 g Z-L-Leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl- 
p 

L-prolyl-N -tosyl-L-arginyl-glycinamid in der unter (a) 
beschriebenen Weise) in 10 ml DMF versetzt. Das Gemisch 
wurde eine Stunde bei -20° geruhrt und 15 Stunden bei 4° 
aufbewahrt. Dann vurde filtriert, das geschutzte Nona- 
peptid. durch Eintropfen des Filtrates in Wasser ausgefallt, 
abfiltriert, der Niederschlag mit siedendem Aethanol 
digeriert, abfiltriert und der Riickstand getrocknet. Aus- 
beute: 1,2 g; F # 228-230°; [a]^ 5 = -24,8° (c = 1, in DMJT) . 

(f) [Leu , Leu ]-Argininvasopressin-diacetat . 

400 mg Tos-S-Benzyl-L-cysteiiiyl-0-benzyl-L-tyro3yl- 
L-leucyl-Ir-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl- 
L-prolyl-N -tosyl-L-arginyl-glycinamid in 500 ml flttssigem 
Ammoniak wurden mit Natrium reduziert. Nach Entfernung 
des Ammoniaks wurde der Riickstand in 600 ml 0,2?Siger 
Essigsaure gelost und die Losung mit NaOH auf pH 7,3 ein- 
gestellt. Daraufhin wurden 55 ml einer 0,01 M [FeCclOg]- 
Losung zugegeben, wobei durch Zusatz von etwas NaOH der 
pH-Wert auf 6,8-7,4 gehalten wurde . Das Reaktionegemisch 
wurde 15 Stunden bei 4° aufbewahrt und uber eine Saule 
von Amberlite IR-45 (Cl~-Form) gegeben. Das Eluat wurde mit 
Essigsaure angesauert und an Amberlite CG-50 (H + -Form) 
adsorbiert. Nach Waschen mit 500 ml 0,2#iger Essigsaure 
wurde rait einem Gemisch aus Pyridin/Eisessig/Wasser 
(30:4:66) eluiert und das Eluat unter intermediarer Auf- 
nahme von Wasser zweimal lyophilisiert, Zur weiteren 
Reinigung wurde das Lyophilisat in 3 ml eines 0,5M Ammonium- 
ace tat-Puffers (pH = 6,4) gelbst und nochmals an einer 
Saule aus Amberlite CG-50 (H + ~Form) chroma tographiert. Das 
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Bluat wurde mehrmals lyophilisiert. Ausbeute: 115 mg; 
[a]p 5 = -10,3° (c = 1, in 1 N Essigaaure). 
Papierelektrophoreae; 

Puffer aus 2 ml Eiaessig und 20 ml Pyridin, auf- 
gefullt mit Wasser auf 1 1 (pH = *6,0): R f ( Arginin )= 0,64 ± 0,05; 

Puffer aus 37 ml Ameisensaure und 25 ml Esaigsaure, auf- 

geftillt mit Wasser auf 1 1 ( p h = 1,7) = R w A . . 0,47 - 0,05. 

f(Arginm) ' ~»^." 

Beispiel 2 • 

(a) B-Benzylthiopropionyl-L-tyrosyl~L-leucyl-L-leucyl-L- 
aaparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-N G -tosyl-L- 
arginyl-glycinamid o 

Eine Losung von 0,373 g P-Benzylthiopropionyl-L- 
tyrosin-hydrazid [hergestellt nach M. Zaoral et al, 
Collection Czech. Chem. Commun. £2, 1250 (1967)] in 10 ml __. 
DMF wurde bei -20° mit 3 ml 2N HC1 in THF und 0,4 ml 
Isoamylnitrit versetzt. Das Gemisch wurde 40 Minuten 
bei -20° geruhrt und bei dieser Temperatur nach 
Neutralisation mittels 0,675 ml N-Methylmorpholin mit einer 
Losung von L-Leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L- 

Gr 

cysteinyl-L-prolyl-N -tosyl-,L-arginyl-glycinamid (erhalten 
durch Abspaltung der Z-Schutzgruppe von 1,15 g Z-L-Leucyl- 

I-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyi-W a -tosyl-L- 
arginyl-glycinamid in der unter la beschriebenen Weise) in 10 ml 
DMF versetzt. Das Gemisch wurde eine Stunde bei -15° ge- 
ruhrt und 3 Tage bei 4° aufbewahrt. Dann wurde filtriert, daa 
geschtttzte Peptid durch Eintropfen dea Filtrates in ein 
Gemisch aus Vasser/Aethanol (2:1) ausgefallt, abfiltriert, 
erneut in DMF gelost; durch Eintropfen dieser Losung in 
Aethy lace tat wieder ausgefallt, abfiltriert und getrocknet. 
Ausbeute: 0,8 g; F. 215-217°; [a]^ 5 = -36, 1° (c=l, in DMF). 
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(b) Deamino 1 -[Leu^ f Leu^-argininvasopr ssin-diacetat . 

350 mg p-Benzylthiopropionyl-L--feyrosyl-L-leucyl-L-- 

Gr 

leucyl-L-asparaginy 1-S-benzyl-L-cy steinyl-Ir-prolyl-N - 1 o syl- 

i-arginyl-glycinamid wurden analog zu der unter If be- 

13 4 

schriebenen Weise in das gewiinschte Deamino -[Leu f . Leu ]- 
argl ni nvasopressin-diacetat ttberfuhrt. Ausbeute: 129 mg; 
[a]^ = -91,1° (c = 1, in 95#iger Essigsaure) 
Papierelektrophorese : 

Puffer aus 2 ml Eisessig und 20 ml Pyridin, aufgefiillt 
mit Wasser auf 1 1 (pH = 6.,0): %( Arginin )= °»42 - 0,05; 

Puffer aus 37 ml Ameisensaure und 25 ml Essigsaure, 
aufgefiillt mit Wasser auf 1 1 (pH=l,7): R f (Arginin) =0 » 24 7 °'° 5 ' 

Belapiel 3 

(a) Z-(rlycyl-S-benzyl-L~c^ 
L-asparaginyl-S-benzyl-L-c^ 
arginyl-glycinamid ♦ 

Eine Losung von 0,465 g Z-Glycyl-S-benzyl-L-cysteinyl- 
Ir-tyrosin-hydrazid [erhalten nach K. Jost et al., Collection 
Czech* Chem. Commun. 26, 2496 (1961)] in 10 ml BMP wurde 
bei -20° mit 2,4 ml 211 HC1 in HHP 'und 0,3 ml Isoamylnitrit 
versetzt. Das Gemisch wurde 40 Mimrben bei -20° geriilirt und 
bei dieger Temper&tur nach Neutralisation mittels 0,54 ml 

N-Methylmorpholin mit einer Losung von L-Leucyl-L-leucyl- 

-• G- 

L-asparaginyl-S-benzyl-If-cysteinyl-L-prolyl-lif -tosyl-L- 
arginyl-glycinamid (erhalten durch Abspaltung der Z-Schutz- 
gruppe von 0,92 g Z-L-Leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl-S--benzyl-- 
L^cysteinyl-L-prolyl-K & -tosyl-L-arginyl-glycinamid in der 
unter la beschriebenen Weise) in 8 ml BMP versetzt. Das 
Gemisch wurde eine Stunde bei -15° geriihrt und 2 Tage bei 4? 
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aufbewahrt. Dann wurde filtriert, das geschtitzte Dekapeptid 
durch Eintropfen des Filtrates in ein Gemisch aus Wasser/ 
Aethanol (4:1) ausgefallt, abfiltriert, der Niederschlag 
erneut in DME geibst, durch Eintropfen dieser Lbsung in 
Aethylacetat wieder ausgefallt, abfiltriert und getrocknet. 
Ausbeute: 0,65 Si 226 T 230°; [a]* 5 = -37,0° (c=l, in DMF). 

(b) Gly-[Leu^, Leu^]^argininvasopressin-diacetat. 

350 mg Z-Glycyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrOsyl-Ir- 
leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-pro2yl- 
N G -tosyl-L-arginyl-glycinamid wurden analog zu der unter 

If beschriebenen V/eise in das gewiinschte Gly-[Leu , Leu j- 
argininvasopressiri-dlacetat ubertuhrt. Ausbeute: 76 mg; 
[a]^ 5 = -70,2° (c= 1, in 95#iger Essigsaure). 
Papier elektrophorese : 

Puffer aus 2 ml Eisessig und 20 ml Pyridin, aufgefullt 
mit Wasser auf 1 1 (pH = 6,0): %( Argiri i n )= °»74. ~ °* 05 ; 

Puffer aus 37 ml Ameisensaure und 25 ml Essigsaure, 
aufgefullt mit Wasser auf 1 l(pH = 1,7): R f(Arginin) = 
0,49 - 0,05. 
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Es wurden in an sich bekannter V/eise Sublingualtablett 

folgender Zusammensetzung hergestellt: - 

a ) [ Leu^ f Leu^ ] -A r gininva s o pre s s i n- 

diacetat 5,83 mg 

Milchzucker 66,17 mg 

Zucker pulw * 20,00 mg 

Polyvinylpyrrolidon 7,00 mg 

Magnesiums tear at 1,00 mg 

100,00 mg 

b ) 4 [ Leu^ , Leu^] -Argininvasopre ssin- 

diacetat - 11,66 mg 

Milchzucker 71,34 mg 

Mannit 60,00 mg 

Hydroxypropylmethylcellulose 5,00 mg 

Magnesiumstearat 2,00 mg 



Beispiel 5 



150,00 mg 



Es wurde in an sich bekannter V/eise eine Injektion3- 
lijsung folgender Zusammensetzung hergestellt: 

pro ml 

[ Leu^ , Leu^] -Argininvasopressin- 
diacetat 0,12 mg 

NaCl 9,00 mg 

HC1 0,1 N ad pH 3,5 Q..B. 

H 2 0 ad injekt. ad 1,0 ml 
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Beiapiel 6 

Es wurde in an sich. bekannter V/eise ein Lyophilisat 
folgender Zusammensetzung hergestellt: 

Gewichtateile 

L leu , Leu J-Argininvasopreasin- 

diac e tat 11 , 60 

L-Aepfelsaure m l f 74 
D-Mannit 150,00 

163,34 



Um eine anvrendungsf ertige Injektionsloaung zu erhalten 
werden 163,34 mg des Lyophilisat ea in 10 ml aqua deat. gelost. 



409823/1105 



- 22 - 



2357334 



PatentansprUche 
3) Verfahren zur Herstellung von Polypeptide!! der Formel 

I 2 

Y — Tyr —Leu— Leu— Asp— Cys —Pro — Q — Gly — MI 0 I 
I I ■ 

worin Q den Ilest des Arginins oder Lysins und 

Y den Rest des Cysteins^ der P-Morcaptopropion- 

saure oder Gly-Cys- darstellen und alle 

Amino s'aur en mit einem Asymrnetriesentrum 

L-Konf iguratxon aufveisen, 

und deren pharmazeutisch anwendbaren, niclit-toxischen Saure- 

additionssalzen, dadurch gekennzeichnet , dass raan 

a) . von einem Peptid der Pormel 
* 

NH-R 2 

-R — CH — CO — Tyr — Leu — Leu — Asp — KH — CH — CO — Pro— Q« — Gly -MH 2 
? H 2 ? H 2 

£ : -3 IX 

worin R 1 Wasserstoff oder einen Re3t R^-NH-, 
R 11 Wasserstoff, eine Aminoschutzgruppe 
oder. den gegebenenfalls geschiitzten 
Glycylreat t 

R 2 Wasserstoff oder eine Amidschutzgruppe, 

Q* einen Rest der Pormel 

-KH-CH[-(CH 2 ) 5 -rTH-C(=KH)-NHR 3 ]-CO- oder 

-NH-CH[-(CH 2 ) 4 -NH-R 4 ]-CO- , 
R 3 Wasserstoff oder eine den Guanidinrest 

schiitzende Gruppe und 
R^ V/asserstoff oder eine die e-Aminogruppe des 

Lysins schiitzende Gruppe bedeuten, aber 
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12' * 
mindestens einer der Reste R f R und 

3 4 

R bzw, R eine Schutzgruppe darstellt 
bzw; enthalt und alle Aminosauren mit 
einem Asymmetriezentrum L-Konf iguration 
aufweisen f 

die Schutzgruppe (n) abspaltet und das freie Peptid gegebenen- 
falls durch Umsetzung mit einer organischen oder anorganischen 
Saure in ein pharmazeutisch anwendbares, nicht-toxisches 
Saureadditionssalz uberfiihrt, oder 
b) ein. Peptid der Fprmel 

m 0 

7 ■« 

R — pi— CO — Tyr —Leu— Leu— Asp — NH — CH — CO -Pro - Q— Gly — NH 2 

? H 2 5 6 k 

S— B? R b — S X 

worin Q die oben angegebenen Bedeutungen hat, , 

R y und R jeweils Wasserstoff oder Sulfhydryl- 

schutzgruppen darstellen und 

7 " ' - - ' 

R' Wasserstoff , H ? N- oder G-ly-NH-.ist und 

alle Aminosauren mit einem Asymmetriezentrum 

L-Konf iguration aufweisen^ 
oxydiert, uhter gleichzeitiger oder vorgangiger Abspaltung 
gegebenenfalls vorhandener Schutzgruppen und das Reaktions- 
produkt geviinschtenfalls durch Umsetzung mit einer organischen 
oder anorganischen Saure in ein pharmazeutisch anwendbares, 
nicht-toxisches Saureadditionssalz uberfuhrt, oder 
c) ein Peptid der.Pormel 
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2 

NH-R 

R 1 — CH-CO— Tyr— Leu— Leu— Asp— NH-CH— CO— Pro— Q 1 — Gly— NH 2 
CH 2 CH 2 

S — R^ R^ — S XI 



worin R 1 Wasserstoff oder R"^-NH— * 

R 11 Wasserstoff, eine Amino schutzgruppe oder 

den ggf ♦ geschiitsten Glyeylrest, 
R 2 Wasserstoff oder eine Amidschutzgruppe; 
Q 1 einen Rest der Formel 

-NH-CH[ - ( CH 2 ) 3 -NH-C ( =KH ) -NHR 5 ] -CO- oder 

-NH-CH[ -(CH 2 ) 4 -NH-R 4 ] -CO- , 
R^ Wasserstoff oder eine den Guanidinrest 

schiitzende Gruppe, 
R 4 Wasserstoff oder eine* die e-Aminogruppe 

des Lysins schiitzende Gmppe und 
R 5 und R 6 jeweils Wasserstoff oder Sulfhydryl- 
schutzgruppen darstellen, aber mindestens 
einer der Reste R 1 , R 2 und B? bzw. R 4 
eine Schutzgruppe darstellt bzw«. enthalt 
und alle Aminosauren mit einem Asymmetrie- 
zentrum L-Konfiguration aufvreisen, 
unter gleichzeitiger Abspaltung der Schutzgruppe (n) oxydiert 
und das Reaktionsprodukt gewilnschtenfalls durch Umsetzung mit 
einer organischen oder anorganischen Saure in ein pharraa- 
zeutisch anwendbares, nicht-toxisches Saureadditionssalz 
Uberfuhrt, oder 

d) eine Verbindung der Formel 
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T 

... - MH ? .../ 
I . ' 

Mpr— Tyr —Leu —Leu— Asp— j gys —Pro — Q — Gly— R 8 XII 

worin Q die oben angegebenen Bedeutungen hat, 
8 

R Hydroxy oder eiri die Carboxylgruppe 

aktivierender Rest 1st und 

Mpr den Rest der p-Mercaptopropionsaure bedeutet, 
amidiert oder 

e) ein Hexapeptid der Pormel 

m 0 

I 

CH 2 — CO— Tyr —Leu - Leu — Asp — MH — CH — CO — R XIII 

f2 - ?H 2 

S : s 

mit einera Tripeptid der Formel 

H— Pro— Q— Gly— NH XIV " 

bzw'. ein Heptapeptid der Pormel 

EH, 



I 2 



CH 2 — -CO— Tyr— Leu— Leu—Asp— NH— CH — CO — Pro — R XV 

^2 ' 0H 2 
S ■ . — s 

mit einem Dipeptid der Porrael 

H— Q-Gly-13H 2 ' XVI 

bzw. ein Octapeptid der Pormel 
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OH — CO— Pro — Q — R 

! — 
O 

rait Glycinaraid umsetst und das erhaltene ITonapeptid gegebenen- 
falls in ein pharmazeutisch anv;endbares ? nicht-toxischos Saure 

additionsealz tiberfUhrt, wobei in den Pormeln XIV und XVI Q di 

S 

oben angegebenen Bedeutungen hat ? R Hydroxy oder eine die 
Carboxylgruppe aktivierende (Jruppe darstellt, uud alle Anino- 
sliuren mit einem Asymmetrie sent rum L-Konfiguration . aufx/eisen. 

2. Verfahren nach Anspruch l f dadurch gekennzeichnet , 
dass [Leu^, Lsu^]-Argininva:sopressin oder ein Salz davon 
hergestellt wi:cd. 

3. Verfahren naoh Anspruch 1 9 dadurch gokennzeichnet , 
dass [leu"*, Leu^]-Lysinva3opressin oder ein Salz davon 
hergestellt wird # 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gskennzeichnet , 
dass Deamino 1 -[Leu^ f Leu^]-argininvasopressin oder ein Salz 
davon hergestellt vird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekonnzeichnet f 
dass Deamino^tLeu-^, Leu^j-lysinvasopressin oder ein Salz 
davon hergestellt vrird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekannzeichnet, 
dass Gly-[Leu 5 , Leu 4 ]-argininvasopressin oder ein Salz 
davon hergestellt wird. 



7z 
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7. Verfahren nach Anspruch. 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass Gly-[Leu 5 , Leu^J-lysinvasopressin oder ein Salz 
davon hergestellt wird. , 
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8, Verfahren zur Herstellung von pharmazeutisch.cn Pr:.L~ 
paraten, dadurch gekennzeichnet 9 class man eine oder 'iaehrere Vo 
bindungen der Form el I gemass Anspruch 1 oder eines ccler 
mehrere ihrer nicht-toxischen Saureadditionosalze mil; ymt 
therapeutischen Verabreichung geeigneten, nicht-toxischen, 
inerten, an sich in solchen Praparaten iiblichcn feGten oder 
flussigen Tragern vermischt. 

9. Fharmazeutische Praparatc, gekenrisGichnet durch c.i.nen 
Gehalt an einer oder mehrere n Verbindungen der I r orinel I gcn:^:; 
Anspruch 1 oder eines oder mehrerer ihrer nichl>-io>: i.:**chon 
Saureadditionssf? Ise . 
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10. Ein Polypeptid der Porrael 

I 2 

Y — Tyr —Leu —Leu,- Asp — Cys — Pro — Q— Gly — NH 2 I 

L ! 

worin Q den Rest des Arginins oder Lysins und 
Y den Rest des Cysteins, der p-Mercapto- 
propionsaure oder Gly-Cys- darstellen 
und' alle Aminosauren mit einera Asynunetrie- 
zentrum L-Eonfiguration aufvreisen, 
und doosen pharaaseutisch anwendbare , nicht-toxische SMure- 
addit i onsaalae . 

11. [Leu 5 , Leu 4 ]-Ar£ininvasopressin und dessen pharraa- 
zeutisch anwendbore, nicht-toxische Saureadditionssalze. 

12. [Leu 5 , lGU 4 ]-Lysinvasoprossin und dessen pharma- 
zeutisch anwendbare, nicht-toxische Saureadditionssalze. 

13. Deamino 1 -[Leu 3 , Lsu 4 ]-argininvasopressin und dessen 
pharmazeutioch anwendbare, nicht-toxische Saureadditionssalze. 

14. Deamino 1 -[Leu 5 , Leu 4 ]-lysinvasopressin und dessen 
pharmazeutisch anwendbare,. nicht-toxische Saureadditionssalze. 

15. Gly-[Lcu 5 , Leu 4 ]~arginirivasopressin und dessen 
pharaazeutisch anwendbare , nicht-toxische Saureadditionssalze. 

16. Gly-[Leu 5 , Leu 4 ]-lysimrasopressin und dessen pharma- 
zeutioch anwendbare, nicht-toxische Saureadditionssalze. 
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